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INTRODUCCIOM

BGENERAL IDADES

Paor su alta morbilidad v mortalidad en infantes las
enfermedades diarrédicas siquen ziendmn un importante problema  de
salud a nivel mundial ({,2). €1 problemas ze acrecenta en los
paises en vias de desarrallo deonde, por las condiciones de
vivienda, alimentacidn, educacidn vy sancamiento  ambiental,
resulta casi imposible el control de los agentes infecciozos
causantes de diarrea (7,4).

Entre los agentes etiolégiceos mas importantes de 1a
gastroenteritis infantil tenomos a 1a Escherichia coli
enteropatogénica y 13 enterotorigénicas algunas especies  de
Campilobacter, Salmanclla y Shiaella: v alguno: irus coma  les
rotavirus, adenovirus, pararotavirus y las cirus redondns
pequeros (5). De entre los agentes de tipo viral los rotavirus son
los mas comunes (&).

Loe rotavirus infectan a las células opiteliales de las
puntas de las vellosidades del intestino delgado, causando su
daesprendimiento e interrumpicendo las funciones normales de
absorcion (19). Lo anterior se manifiesta clinicamente con uns
diarrea deshidratante, voémito, fichre vy deterioro del estado
nutricional (6&).

En México, lo: rotavirug son rezponszable=z de aprorimadamonte
el 257 de los casos de hospitalizaciéon por diarrea en nidoz entre
los seis meses y los tres afos de edad (7). tLa mayor frecuencia
de afeccion ocurre en los meses de octofo (8).

Los rotaviruz infectan tamhien a diverzaz especies de otros
mam{ feros ademds del seor humano, asi como a una gran .ariedad de
aves (). En algunas animales de crianca, natablemente el cerdo,
las infecciones por rotavirus traen gr andes pérdidas econémicas,
no tan solo por la mortalidad €ino tambien por el retardo en el
crecimiento que acarrean.

Por todo lo anterior se hace evidente 1a necesidad del
desarrollo de medidas preventi.as y terapéuticas. Entre éstas
estén el control de la higiene. 1a construccion de hospitales, l1a
distribucidén de sueras orales que permita la rehidratacidén de los
infantes vy, desde luego, el desarrollo de vacunas. En cuanto a
la infeccidén de animales. resulta poco prictico pensar en el
control de la higiene o en una constante supervig 6n veterinaria,
sin embargo, sigue vigente 1la posibilidad de uwna vacunacidn
efectiva.



La abtencidon de potenciaeles vacunae ha sido enfocada por
metodos convencionales, hab)dndose probado en nimales (10, 11) y
recientemente en humanose (12,594 5%, 71), la capacidad protectora de

cepas atenuadas asi como de virus hetercologos, con resultados
dudosos.

l.a produccién de inmundgenas potenciales ha side  abordada
tambien a travée de metodos moderros gque  hacen uso de la
metodologia del DNA recombinante lose  cuaalec, aunque  menoe
probados hasta ahora, permitirian la 2labor aci6n de vacunas mas
€eqQuras a un menor costo y en forme mae v apido, Eata dltima
ventaja podria ser importante para responder prontamente ante la
aparicién de cepas epidémicas.

ESTRUCTURA

Al microscopio electrdénico los rotavirus se observan como
particulas icosahédricas, con un diametro que oscila entre los &5
y 75 nm. EetAn constituidos por una dohle capside proteica que
envuelve a un genoma compuesto de |1 seamentos de RMHA de doble
cadena (14). Cada uno de loe 11 segmentos codifica por  una
proteina especi{fica (15). Debido a estas caracteristicas
estructurales se ha clasificado a log rotavirus como un  nuevo
género dentro de la familia Reoviridae (19),

LLa cépeide internae dc los rotavirug esta constituida por
tres proteinas: VFL, WVF2 y VF&6, mientras que la capside externa
la integran lase proteinas VF3I v VF7 (19, Intcialmente se habia
propuesto la existencia de otras dos proteinas en la capa
externa: VPSS y VFB, «in embarqo, se ha logrado demostraer que
é¢stas son tan solo producto de la hidrdélisis con tripsina  de la
proteina VP3Z, Aungque el mecaniemo molecular tadavia se desconoce,
ésta protedlisis se ve asociada con un aumento en la infectividad
de los rotavirus (16). ’

l.os rotaviruge del aqrupo A analizados hasta la fecha
comparten un antigeno de grupo. Este y el anti{geno de subgrupo se
localizan en la proteina VP66 de 1a capside interna (17),

CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE CAPA EXTERNA

Los antigencs especificoe de serotipo, determinados por
ensayos de neutralizacidn, se encuentran en la cipside externa,
tanto en VPR3 como en VF7 (18,93).,



LLa posibilidad de contar con rotavirus modelo tales como el
rotavirue de simio SAll, log rotavirue de ternera NCDV vy UK, Yy
los rotavirus aislados de humano Wa, DS, P, ST3, los cuales
han sido adptados a crecer en cultivo de célulae, ha permitido el
estudio detallado de estos virus, empezandose a wvislumbrar
funciones de algunag proteinas virvales (9.17,19).,

A la proteina de capas extoernsy VY gse le ha identi ficade como
la hemaglutinina viral , y uve le ha asignado vn papel importante
en el proceso de internalizacidén del virus a la célula huesped.
Eete procezo estd aszociadu con el corte protealitico gue genera a
las proteinas VPSS y YFB (21,22, VUFT ez tambien capaz de inducir
anticuerpos que neutralizan la infectividad varal . Aasi , s ha
descrito que anticuerpos monoaclunales contra ecta proteina son
capaces tanto de neutralizer al wvirue in vitro (12,68), como de
proteger pasivamente contra 1a diarrea a ratones lactantes (35).

La otra proteina de capa erterna de los rotavirus,VR7, csta
glicosilada con residuos de alta mannosa, y diversas evidencias
sugieren que es a travée de cota glicoproteina que el virus
interacciona con su receptor en la superficie de la célula
huesped (19,23,27). VF7, al jgual que VP35, es capaz de inducir
anticuerpos neutralizantes cuando se encuentra formando parte de
las particulas viralee (18, VF7 mantiene su capacidad de inducir
anticuerpos neutralizantes, aunaue disminuida, cuando se utiliza
coma proteina aislada (74),e 1nclusn cuande ge atilizan  algunoe
fragmentos de ella (36).Anticuerpos monoclonales dirigidos contra
VP7 también son capaces de neutralizar la intectividad viral 10
vitrg (32,33,34), y de proteger pasivamente a ratones contra la
diarrea causada por rotavirus (35,

Las proteinas de capa interna de los rotavirus no parecen
jugar un papel importante en la 1nduccion de proteccidn contra la
infeccidn, por 1o cual la mayor parte de los estudios enfocados
al desarrollo de medidas preventivas se ha canalizado a la
caracterizacidn de las dos proteinas de capa externa YF7 y VI3,
asi como de los genes que las codifican (2,13,17,19,20).,

El gene 4 de SA1ll tiene 2367 nucleotidos (nt), de largo vy
contiene un marco abierto de lectura de 2378 nt, el cual codifica
por VF3, una proteina de 776 aminoadcidos (3a), can  un peso
molecular de 86 733 daltones (d), El marco abicorto de lectura
empieza en el nucleotido 10 y termina en el 2337, de)jando
€ecuencias no traducidas en lose extremos 9 v 3 de 9 y 25
nucleotidos, respectivamente. lLos dos si1tios de corte con
tripeina de VP3, loe cuales sc han asociado al aumento de 1la
infectividad de los rotavirus.ostin «n los aminoAcidos 241 y 244,
Tomando como referencia el primer sitio de corte, los dos
productos de rompimiento con tripsina,VPS y VF3 son de 535(59,



964 d), Y 284 (26,787 d) ., aminodcidos, respectivamente, La
comparacion de la secuencia de aminosdcidos en la reqidn de carte
con tripsina entre proteinas equivalentes de varione rotavirus de
origen humano vy animal muestra que los dos aminotcidos bisicas on
las poeiciones 241 y 246 ce encuentran abeolutamente conservados,
apoyando la importancia que el prucesamiento de é3ta reqidn pueda
tener en el proceso de penetracidn del virus a la célula huesped
(16,28).

El gene 9, el cual codifica por VU7 en el rotavirue SALY,
tiene 1062 nt de largo v una secuenc) a abierta de lectura de 7?78
nt, la cual codifica por una V™ de 3I2& an y I7,000 d de peso
molecular. lLas regiones no traducaidas en los estremos 5 y 3° son
de 48 y 36 nt, respectivamented2% . El anAlicie de hidrofobicidad
de la secuencia de aminoicidos doducida para VY7 a partir de 1a
secuencia de c¢DNA (6%, ha mostrado doz reaiones  altamente
hidrofdébicas en el extremo amino terminal de 1a proteina. éstas
dos regionee praobablemente correcsponden al péptido lider y a la
zona de anclaje de VP?7 a membranas celulares (66,70, El andlisis
de la secuencia de aminoacidos de VYF7 muestra solo un si1tio
potencial para unién de carbohidratos, el cual se encuentra la
asparragina en posicidan 69.

LLa utilizacidén de anticuerpo: monoclonalec en ensavos de
neutralizacidén in vitro (27,28,32,32,34), o de proteccidn in vivo
(35), ha demostrado inequivocamente la presencya de epltopes de
neutralizacidén de la infectividad viral en las proteinas VPY
(32, 68) y VF7 (27,28, 33,.34), Dyall ~Gmith y colaboradoros 49,
secuenciaron virue mutantes que haobian cido seleccionados por su
resistencia a la neutralizacidn con anticuerpos monoclonales
neutralizantes. édsto les permitié ectablecer la presencia de tres
epitopes neutralizantes distintos dentro de la glicoproteina Y97,
De estos epitopes, denominados A, B y C (aminodcidos B7 al
6, 145--150 Yy 211-223 de la spcuencia para l1a VFr7 de
SAl11l,respectivamente), el epitope € parece ser el de mavyor
relevancia, ya que mutaciones en dote provocan nna pérdida  de
hasta 10 vecee del potencial neutrali:ador de un suero antiviral
policlonal. El wuso de monoclonales ha permitido tambien afirmar
el papel de la VFPY caomo posible responeable de las
neutralizaciones heterotipicas (68).

En el laboratorio se ha trabajado paralelamente con las
proteinas VP3I y VFP7 en busqueda de i1nmundqgenos para  establecer
una adecuada proteccidén contra 1o 1nfeccidn por rotavirue, Se  han
explorado dos avenidas metodoldégicas principalmente: la sintesis
quimica de péptidoe de regiones relevantes de édctas proteinas vy
la expresidn de éstas en vehiculos procariotes.
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Fig.1. Representaciaon esquemitica de los pasos 1nvolucrados en la
conetruccirdn de loe plasmidos do expresion para w1 gene VP77 del

rotavirus de samio Satt. Abruviaaciones i Boav  Bogal actosidasaslac
poz cfraguento truncado del segmento lagOF2 senzimas de
rostriceion (P, fetly A, NcaliE, FealliH, tanci 118, Smal.Regiones
punteadaa, GOCURNC) a8 de)l qern: e 1 en el vector
plCBregiones rayadas, regrdn roegul sl s b Lperan laciregiones

blancan., secuencias del gene VRP7:irugulones sambreadas, secuenci as
del  gene Begal en ol vector pUCIB7iidoble Linea, secuencias de
PBR3IZ22 wn @l vector puUCH.
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OBJETIVO

£l objetivo general de éste trabajo es el caracterizar la
presencia de aitios funcionales de la glicoproteina de capa
externa VP7 del rotavirus de csimio SN en el polipéptido hibridoe
VP7~B-galactasidasa sintetizado en Eszscherichia coly y evaluar la
potencialidad de dste producto como inductor de proteccién contra
la diarrea causada por rotavirus,

Loe sitios funcionales que se pretenden analizar son los
epitopee de neutralizacién vy aquellos i1nvolucrados en la
adsorcidén del virus a la célula huesped.

Para lograr 1o anterior es necesario cumplir con los
siguientes objetivos espec!{ ficos:

a) Establecer un método de enriquecimiento para la proteina
de fusidn.

b) Obtener la proteina hibrida en estado soluble.
c) Montar un ensayo que permita ol andlisis de la
competencia del rotavirus de simio SA1l con la proteina hibrida

por los receptores para el virus en células MALOA,

d) Determinar la capacidad de la proteina VF7 -f-
galactosidasa para inducir anticuerpos neutralizantes para SAll.

e) Establecer la capacidad de la proteina hibrida para
sensibilizar la respuesta inmune.

£) Determinar la especificidad de serotipo de los
anticuerpos neutralizantes inducidos por la proteina de fusién.




MATERINLES Y METODOS

VIRUS: El rotavirus de simio SAll fue obtenido originalmente
del Dr, H.H. Malherbe de la Universidad de Texas.lLos rotavirus
aisl ados de humano, Wa y ST3, fueron donados por el Dr. Y.Hoshino
del N.I.H. (Wachington). Los virus e crecieron en células
epiteliales de rinon de mona., . MAL1O4, y fueron purificadas de
acuerdo al protocolo descrito antericormente (16). Brevemente, 1as
cédlulas infectadas se extrajeron  con triclorotrifluoroetano

(freo6n) durante 30 min, con agitacion fuerte, para romper las
membranas celulares vy poder liberar las particulas virales del
interior de la células. Las fases e separaron por centrifugacioén
durante 30 min a 10,000 Xga 4°C: la fase acuosa, donde esta el
virug, ee separd y ce le aqregd polietilenglicol al S50 % hasta
obtener una concentracidén final del 8%. La muestra se incubd toada
la noche a 4 C para precipitar el virus. Fosteriormente, se
centrifugd a 10,000 X g por 20 min a 4°C para bajar 1las
particulae virales precipitadacs. El1 sedimento se resuspendid en
0.3 ml de solucidén amortiguadora TSM (trizma base 0.05 M, NaCl
0,15 M, MgCip O.01% pH B8.4). l.a muestra resucpendida se mezcléd
con una solucidn de CsCl con una densidad de (.36 g/cmdd vy se
centrifugd a equilibrioc (180,000 wgdurante 18 hrs). Después

de la centrifugacidn, se colecto la banda opalescente observada y
%@ analizd su composicidn por electroforesis en un gel de 8DS-
poliacrilamida 10%, E)l virus purificado se concentré por medio de
ultracentrifugacidon a 180,000 % q por dos hrs a 4 C, vy el botdn
se resuspendid en solucidn TS(trizma base 0.05M, NaCl 0.15M pH
8.4), y se guardé a 4°C hasta su uso.

CEPAS BACTERIANAS: l.a cepa MX6é614 ( lac-pro.galE,ilv-68,thi

de E. coli fue amablemente proporcionada por el Dr, F.
Bastarrachea de la UNAM. Ecta cepa es constitutiva para la
expresidn de genes bajo e! contral del promotor de lac.

ENRIQUECIMIENTO DE A PROTETINA HIBRIDAS La cepa MX&14
transformada con el plismido pUMA 932 (Fig.1) sintetiza
constitutivamente la proteina de fusidn VP7-Bgalactosidasa

(Fig.2) la cual llega a constituir aproximadamente del 2 al 3
porciento de la proteina total bacteriana. La proteina se puede
enriquecer alrededor de S veces medi ante repetidas



centrifugaciones a bain wvelocidad del lisado bacteriano
(37) .Brevemente; las bacterias recombinantes se colectan por
centrifugacion a 4000 X g durante 10 min 2 4 C, vy se resuspenden
en 1/10 del volumen inicial de TEN (50 mM Tris pH 7.5, ©0.5mM
EDTA, 0.3 M NaCl ), y se incuba (5 min en hielo cen 1mg/ml  de
lisozima, Posteriormente, se aqgrega NFP-40 a una concentracidn
final de 0.5 7% y se incuba 10 min en hielo. Al terminar este
periodo, s® le agrega a la muectra 1/6 del volumen inicial de 1.9
M de MaClt, 12mM de MgClay 2 wg/ml de DNAasa I, y se agita sobre
hielo por 1 hr. Posteriormente, se centrifuga a 4000 xg durante
15 min a 4 C, vy el material del hotdén se lava tres veces con TEM
para finalmente ser resuspendido en un volumen apropiado de TEN.
La cuantificacioén de proteina total bacteriana se establecié por
el método de Llowry €z . le determinacidn de 1a cantidad
correspondiente a la proteina de fusién en cada paso del
enriquecimiento e realizd ectableciendo la proporcidn de 1la
proteina hibrida con respecto a las proteinas totales por
deceitometria a 550 nm, de los qeles de poliacrilamida teRidos con
~ 3zul de Coomasie (ver inciso GELES) (40).

ELECTROFORESIS EN GELES DE FPOLIACRILAMIDA:  Las muestras fueron
analizadas en geles de acrilamida-bisacrilamida (7.5%~
0.2%). Antes de ser aplicadas al gel las muestras fueron

hervidas por 3 min con un volumen iqual de amortiguador para
muestrae de Laemmli (41), vy centrifugadas por % min en una
centri{ fuga Eppendorf, para quitar el material insoluble. Los

geles s¢ tiferon con azul de Coomasie(41) &6 nitrato de plata
(42).

SOLUBILIZACION DE A PROTEINA HIBRIDA: La proteina hibrida
enriquecida, o el extracto control tratado paralelamente, fueron
solubilizados por un proceso de desnaturalizacidén /

renaturalizacidén en condiciones reductoras. Brevemente, las
muestras se incubaron durante | hr a temperatura ambiente en una
s0olucién de urea 3 molar/buffer B (Trizma base ©0,05M,MgCl
0.01M,NalCl  0.1M) /O0.1M B-mercaptoetanol,agitdndo con el vortex
cada 15 min. Fosteriormente, las muestras fueron centrifugadas
por 15 min en una centrifldga Eppendorf de mesa y las proteinas en
el sobrenadante fueron renaturalizados dializando 1a urea contra
buffer B/ 0.1iM GB-mercaptoetanol por 16 hre a 4 C (43). Las
muestras recuperadas se centrifugaron 15 min en wuna centr{fuga

Eppendor f para separar los agregados que pudieran haberse
reformado al quitar la urea. La eficiencia de solubilizacién se
midid determinando la actividad de B-gal actosidasa (39)

rocuperada en el sobrenadante.



ANALISIS EN GFADIENTE DE SACAROSA: L.ag muestras solubilizadas
808 corrieron 8 4 C en gradientes de sacarosa del 10 al 25%,
durante 8 hrs a 40,000 rpm en un rotor SW40 de una
ultracentr{fuga Beckman. Despuds de 1a corrida los gradientes se
colectaron en fracciones de 0.3 ml vy se determiné la actividad de
B-rgalactosidasa en cada unia de las fracciones obtenidas. En tubos
separados =13 corrigeron csimultancamente controles de peso
molecular. En nuestro caso utilizamos a la B-galactosidasa nativa
(mondémero de 118 000 de peso molecular y tetrdmero de 480 000)
y & la fosfatasa alcalina de intestino de borrego ( mondmero de
114 000 de peso molecular) localizada también paor su actividad
(44). Los picos de actividad, as{ como divisiones equivalentes
en volumen del resto del gradiente, se colectaron vy se
dializaron 2 hrs cantra buffer B/ O.IM B-mercaptoetannol, vy
posteriormente 2 hre contra agua destilada ., todo a temperatura
ambiente. Las muestras dialiradoas se concentraron alrededor de
300 veces en una evaporadara Savant, v se guardaron a -20 C hasta
su posterior andlisis en gel SDS-poliacrilamida al 7.5%

ANAL.ISIS DEL DESPRENDIMIENTO DE L A MONOCAFPA CELULAR EN PRESENCIA
DE B-MERCAPTOETANOL: El1 buffer B con diluciones 1:2 de una
concentracidn inicial de .2 M de O-mercaptoetanol e utiliza
para diluir al rotavirus 3Ail. Se utilizaron 350 u]l de cada
dilucién para infectar células MA1O4A de acuerdo a) protocolo
descrito on ! ENSAYO DE MNEUTRALIZACION. El desprendimiento
celular vy le infectividad del rotavirus en cada condicion se
“determinan “por observacidn en un microscopio invertido de
contraste de fase.

ENSAYO DE COMFETENCIA: Células MA104 crecidas en monocapa en
cajas de plastico de 96 pozons fueron incubadas 1S min a 4 C vy
posteriormente 1 avadas con PRS (NaCl 0.15M ,fosfatos de sodio
0.0IM) a 4 C. Subsecuentemente se incubaron durante { hr a 4 C
‘con una cantidad conctante de particulas virales de SA11 en
buffer B/0Q.05 M B-mercaptoetanol o distintas concentraciones de
la proteina control solubilitada con el miemo amortiguador. El
resto del protocolo coincide con el ENSAYO DE  NEUTRALIZACION.
Fara el analisis final se toma como 100% a la cantidad de células
infectadas en los pozos en los cuales no se adicionéd la proteina.

INMUNI ZACTONES: Se utilizaron ratones halb/c machos de 7 a 9
semanas de edad. £En @l dia O de cada protocolo de inmunizacidén

]



¢e analiraron log sueroe deo loc ratones por el método de
neutralizacidn en placa, para excluir la presencia de anticuerpos
neutralizantes anti-8A1t que tuvieran un titulo mavor de 1/50. En
el caso del primer protocnlo, tambien se buscéd la presencia de
anticuerpos inhibidoree de la hemaglutinacién tomando igualmente
como limite mayor dir exclusién un titulo de 1/50. Los ratones que
cumplieron éstos criterioe fueron inoculados subcutancamente con
200 ul de una emulsidén vol/vol de antigeno y adyuvante. En todos
log protocolos, wmenos on los que se especifique lo contrario, la
primera  inmunizacidén fue con adyuvante completo de Freund v las
wsubsecuentes con adyuvante incompleto. Los ratones fueron
mangradas.. a los tiempos indicados v los sueros obtenidos fueron
inactivados por 3I0 min a 60°C,y centrifugados 10 min en una
centrifuga Eppendorf de mesa para remover cualquier residuo de

células sanguineas. loe suveros asi procesados se guardaron a 4 C
hasta ser utilizados.

ENGBAYD DE NEUTRAL [ZACION: LLos titulos de anticuerpos
neutralizantes en los sueros de los ratones se determinaron por
el método de Shaw (A&4), En la figura 3 ee esquematizan 106 pasos

de énste método. El titulo de neutralizacion se definié4 como el
invereo de la dilucion del suero necesaria para reducir en por 10
menos  un &OY el namero de células infectadas, al compararse con
los pozos controles, en los cuales e utilizé PBS en lugar de
suero, i.e.,, 100% de infectividad=0% neutralizacidn.

INHIBICION DE (A HEMAGLUTINACTION: Cada muestra de suero
diluida serialmente en PBS/0.2% RSA (albumina sérica de conejol,
fue mezclada con un volumen igual de égte diluyente conteniendo
cuatro unidades hemaglutinantes de! virus SAIl., A 50 ul de dsta
mexcla ee le adicionaron 90 ul de eritrocitos humanos tipo O al
0.4% en PBS/0.2% RSA, L3 inhibicidn de l1a hemaglutinacién fue
evaluada a2 logs 99 min de incubacién a temperatura ambiente.

ESTADISTICA: Las diferencias entre los valores de las medias
(de tituloe neutralizantes, de inhibicién de hemaglutinacion, de
indice de competencia) de sueros o proteinas controles y sueras o
proteinac xperimentalese en losg distintos ensayos fueron
axaminadas utilizando las distribuciones de tipo ¢t, con las
restricciones de que las varianzac de lae poblaciones fueran
iguales, las muestras pequed as (n < 30), las poblaciones
normalmente distribuidac y la o desconocida (A47).
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ENRIQUECIMIENTD DE LA FROTEINA VF7-B-GALACTOSIDASA

Inicialmente se explord la posibilidad de purificar a la
proteina hibrida a partir de un cultivo de bacterias crecido
hasta 1, fase estacionaria, utilizando una columna de afinidad
para le Ti-galactosidasa (30). Aunque décte procedimiento, aplicado
repetidas VeCES, enriquecia  considerabloemente a los dos
polipéptidos bibridoeg, la cantidad recuperada era insuficiente
para realizar un estudio de sus propiedades inmunoldgicas.

For 1o anterior, y partiendo de la observacién de que gran
parte de | a actividad de B-galactosidasa permanecia en una de las
pesti1llae  de degecho rezsultante de una centrifugacidon a baja
velocidad en el protocolo inicial de purificacidn par afinidad,

decidimoc  aprovechar ¢s¢ta aparente 1nsolubilidad para enriquecer
a la prote{na hibrida.

Siguiendo el protocolo descrito por ¥leid et al. (37, ver
MATERINLES Y METODNS), pudimos obtener hasta 40 mg de los
polipéptidos hibridos por litro do medio de cultivo,
enriqueci éndose cada uno de allos hasta representar
apro:imadament e un 15% de las proteinas totales
bacterianas (Fig.4). Ademds de las dos proteinas hibridas tambien
obser vamos el enriquecimiento de un tercer polipéptido de
alrededor de 134% kd de peso molecular.

SOLUBILIZACION

Aungue ta insolubilidad de la proteina hibrida permitié el
paoder enrigquecerla con un protocolo sencillo, los experimentos de
competencra requeriaen que d¢ele estuviera en forma ecluble,

Marchesi (43) habia observado que la B-galactosidasa nativa
tendia a formar agrogadoe multiméricos que podian dipersarse al
aer tratados con  area, y que después de quitar la urea por
didlisie contra un amortiquador con B-mercaptoetanol, la forma
que se volvia predominante (95%) era la tetramérica.

Siguiendo ésta obeservaci dn, decidimoe probar si la proteina
hibrida podia ser solubilizada con urea vy pasteriormente

14



Fig.a (AY Andligis en un gel) 7.%% de poliacrilamida-SDS de los
polipéptidos de fusidén enriquecidos por centrifugacion a baja
velocidad, (1} Froteines totales de E.cgli MX614(pUMAD3IZ). (2)
Proteinas en 1la pastilla obtenida por centrifugacion a baja
velocidad del lteado de E.coli MX&EIA(pUMARIZ) . Despues de la
electroforesis el gel fue tefido con azul de Coomagie y analizado
densitométricamente . La flecha continua muestra el producto
eusper ado de 145 Ikd, y la discontinua el producto de la iniciacién
interna.




permanecer soluble el Ja urea se dializaba contra un amortiquador

que tuviera B-mercaptoetanol. Distintas cantidades de la proteina
hibrida enriquecida se trataron con urea y luego se dializaron
contra un  amortiguadar caon B -mercaptoetancol O.1M (58).,  Los
resul tados de un experimento representativo mostrando la

s0lubilizacidén de VP7-B-g3lactosidasa se proesentan en la Tabla I,

Si comparamos entre cantidades equivalentes de proteina |
hibrida que fueron o no tratadas con  area Tabla I
experimentales contra controles), noce damoe cuenta qQue é=te
tratamiento nos puede aumant ar hasta 290 veces la cantidad de
VP7-B-galactaosidasa soluble. Independientemente a Ja cantidad de
proteina hibrida solubilizada inmictalmente con urea, la
concentracién maxima de VP7-0-galactosidasa qgue se mantuvo

soluble despues de dializar la urea, fue de 67 ug/ml.

Debido a que para los ewperimentos de competencia tendriamos
que Usar a la VYP7-B-galactosidasa en presenci a de a-
mercaptoetanol, probamos el efecto de dste agente reductor cobre
l1a estabilidad de la monocapa de rélulas en cul tivo, y sobre la
infectividad viral. é£stos dos efectous se analizan en un ensayo de
inmunoperoxidasa, como se describe en MATERTALES Y METODOS.

Se observé que el B-mercaptoetanol cauvsa desprendimiento
celular a concentraciones iguales o mayores a O.iM y no altera
1l infectividad viral a ninguna de las concentracionaes probadas
(la maxima concentracidén probada fue de 0.2M).

Ya que los resultados reportadoe en la Tabla I fueron

obtenidos utilizando Q.M B-mercaptoetannl en el buffer de
didlieie, concentracién que era demasiado alte para ser utilizada
en los experimentos de competenc:a, expl or amos el pfecto de
concentraciones decrecientes de B-mercaptoetanol en la

solubilizacidn de VP7-B-galactosidasa, partiendao de 1460 ug/ml de
la proteina de fusién (Tabla I11),

Como podemos apreciar, con 0,05M de B-mercaptoetanol
lagramos una solubilizacidn por 1o menos equivalente a8 la
lograda con O0.IM, Debido a désto, de aqui en adelante,las
proteinas solubilizadas con urea se dializaron contra buffer
B/0.035M B-mercaptoetanol.

ANAL.ISIS DEL. ESTADO DE AGREGACION DE LA FROTEINA HIBRIDA
SOLUBILIZADA

Para conocer el estado de agregacién de la proteina hibrida
solubilizada, las muestras, después de haber sido tratadas con




TABLA 1. Solubilizacién de la proteina hibrida VP7 -B-
Qalactosidasa.

a b c d
CONCENTRACTION ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
INICIAL DE INICIAL DE TOTAL. DE 1.A EN EL
VF7--B-gal { ug/ml) H-gal MUESTRA SOBRENADANTE

DIALIZADA DE LA MUESTRA
DIALIZADA
b 1.47 1,58 1.1t
18 ?.859 4.76 5.25
54 28.44 9,469 8.11%
162 111.9 a6, 6 Ab, 6
4864 287.8 72.9 39.9
Q

Controles

18 ?.5%9 0.98 0.02

142 11t.9 3.72 3.68
a

Concentracién inicial solubilizada de 1la proteina VP7--B-
galactoaidasa. L.a cantidad inicial de YrP7~-B-galactosidasa
solubilizada s calcul d considerando que representa
aproximadamente un  13% del total de la proteina hibrida
enriquecida (%), ta concentracidn de la cual fue a esu vez

determinada por el métado de Lowry (38).

b

Actividad total tpastilla y sobrenadante) inicial de B-
galactosidasa en la muestra 2al inicio de) protocolo de
solubilizacidn, Una wunidad de actividad de IBi-galactoeidaca se
define como la cantidad de enzima que hidroliza un nmol de ONPG

(o~nitrofeni]l B-D-galactopirandcidolhidrolizados/min/ml (R9).

c
Actividad de B-galactosidasa en la muestra despues de 1la

didlisis pars eliminar la urea (ver MATERIALES Y METODOS, inciso
SO UBTLIZACION) .,

o

Actividad de B-galactosidasa en @1 <obrenadante recuperado
de 132 centrifugacron posterior a la didlisis (ver MATERIALES Y
METODOS, 1nciso SOLINITLIZACION) .

5] .

Muwetres que no fueron tratadas con urea poero compartieron el
reasto del protocota de solubilizacion con las muestr as
esper yment alee,

7



TABLA 1I. Efecto de la concentracidn de B-mercaptoetanol sobre la
solubilizacion de VP7-B-galactosidasa,

a h
[{B-mercaptoetanol 1M Actividad de B-galactosidasa
en sobrenadante
. 0.0125 26,7
0.02% 52,2
0.0% 125. 6
0.1 : 105, 5

Concentracion de B-mercaptoetanol que se mantuvo a través de
todo el protocolo de solubilizacion (ver MATERIALES Y METODOS).

b

Actividad de B-galactosidasa rrcuperada en_  forma soluble
iniciando con una cantidad a solubilizar de 162 uwg de VYP7-B-
galactosidasa (Tabla I). Una unidad es la cantidad de enzima que
hidroliza un nmol de ONPB /min/ml (22).




urea y dializadas contra buffer H/0.05M B-mercaptoetanol, fuer on
analizadas por gradiente de veloctidad en sacarwsa. (0s resultados
del andlisis de wn gradiente reprecentativo se muestran en la
Figura 5.

Vemos claramente como la principal actividad de B-
galactosidasa de 1a proteina hibrida comigra con el pico de
actividad de 1os tetrameros (472 d) de la

B-galactosidasa
nativa (Fig.5A).

En 1loe perfiles de actividad ,tanto de la proteina hibrida
como de la nativa, aparece un eegundo prco de  actyvidad. gate
pico comigra, eon los gradientee de cacarosa, con la actividad de
foafatasa alcalina de intesztino de becerro de peso molecular de
140 Kd (%51) y cuya forma activa es un monomero (Fig.%B).

Por 1o anterior podemos suponer que la proteina hibrida
solubilizada (98 a 99 % de la actividad total recuperada), [-:]
encuentra en su mayor parte en forma de tetrameros (del S5 al

Q6 1, y solamente una porcidén (del 2 al 2%9%) se encuentra en
forma de mondmeros.

La actividad observada en el pico menor [-1:) debe
probablemente a la reasociacién de manémeros para formar
tetrameros durante el tiempo que toma el montar el ensayo para la
deteccidn de la actividad de B-galactosidasa.

Quisimos tambien determinar si habiamos solubilizado los dos
productos hibridos, y si ambos participaban en la farmacidn de
tetrameros. Para ¢sto lag fracciones del gradiente de sacarosa,
.divididas como se muestra en el panel A de la Figura &, fueron
analizadas por electrofordéeis en geles de acrilamida.

Como podemos ver, los dos polipéptidos hibridos se
solubilizan y ambos participan en la formacién de los tetrameros
y mantienen una fraccién en forma de mondmeros,

INHIBICION DE LA INFECTIVIDAD VIRAL POR COMFETENCIA

Las evidencias existentes sugieren que es a través de 1la
proteina VP7 que los rotavirus interaccionan con su receptor en
las células huesped. Para explorar la posibilidad de que la
proteina hibrida VP7~B—galactosxdnGE mantuviera en su estructura
sitios de wunion, al receptor realizamos un oxperimento de
competencia directa entre el rotavirus de simio SA1l y la
proteina hibrida por los receptores del virus en cdlulas MALOA4,
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Fig.5 #Andlieis por sedimentacidn en gradiente de sacarosa del
estado de agregacidn de la proteina VF7--B-gal.(A) FPertil de
actividad ( D.O. a 420 nm en las fracciones de un gradiente de
sacarosa del 10 al 25% en el ensayo de D-galactosidasa). (®)
Perfil de la B-galactosidasa silvestre. (0) Perfil de la solucién
de proteina hibrida enriquecida y solubilizada. La f{flecha
sencilla muestra el pico de actividad de los tetriAmeros (472 kd)
de HR-galactosidasa. La {lecha doble muestra el pico menor
correspondiente probablemente al mondmero (118 kd) de ésta misma.
(B) (MPerfil de actividad de la B-galactosidasa de la proteina
hibrida enriquecida y solubilizada, vy (@) perfil de actividad
«D.0. a AS0 nm en el ensayo de actividad de fosfatasa alcalina)
de la fosfatasa alcalina . La flocha doble muestra la posicidén de
los mondmeros activos de la fosfatasa alcalina (145 id).
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Comon cantr ol se ulalizoron en cada punto cantidades
paquivalentes de proteinas de U cula MY LA las cuislos (=Y
procesaron a3 trasds de los protocolos de enraquecimiento
solubilizacién al 1qgual gue la proteina Y7 - galactosidacsa.

Los resultados quue se muest:s ae wn 1o Figar .« 7 andican que la
preeencia de la prateina hita cda en o creavo  de anfeccion
digsminuye ta cantidad do célal s yntect adaz, cieando e mattt ene
constante ¢} im0 e partyonlae aralos, Yota tntbicron s
ddais dependiente. La rampar acs 99 e 1 cures o perimenlal coan 1a
curva control mediant e ol Student t+ test muestra  en todoc lo
puntos mostrados una diferonci a stgnt frcatyva de con ana p de por
lo menos p>0,05,

Con & ug/ml a4 ~ 1078 MY de Ve proteina Ve B-aalactoridacs

s@ obtiene una 1ahibiordan del 90 % de tas calalas infect was,
mientras que una centidad cquivalente de loo protcines  control
solo inhibe la 1nfoccrdn on apr o rtaadamente un 0%, La proteina
control taabien mucetr o une anhitacr dn doe alredodor de SO%, nero
50l ament o a3 cancentr acrunes s ltag (72440 7/mi, el dato no  se
mueetra), lu  gue probablementi se debha a efecctos 1nespecificos.
Es 1mportante nolar que las concentraciones aqraficadas  on la
abcise de lo Figura 7 mucstran lta conmcentracion mol ar de  \W7- -
galactousidasa independientenonte de sa estado de agregacion. Gy
consideramoe que la  mayor parte de 1o proteina hibrida sQ
encuentra  on forma de tetrAmeros, Ta concontracion tnhibitoria
efectiva de VF7 abarca un rango hasta aproximadamente cuatro
veces menor.

Se observa también en la curva control una potenciacian  de
la infectividad viral a las concentraciones mas bajas de protoina
bacteriana preparacioén. La obscrvacidn on €5, de ger un fondmeno
consistente, ameritaria 12a busqueda del factor bacteriano que
causad «l fenémeno. En el presente trabaj)o no ce persiguid  su
esclarecimiento.

La interpretacion mas sencilla para la inhibici16n de la
infectividad viral por la YFP7-0O calactosidasa, os Quo ta reqién
de VP77 correspondiente al sithiyo de 1nteracerdn con el receptor
celular estd conservada en la proteina hibrida, y compi te con el
virus en su uni1dn al receptor durante la adeorcion a ja célula,

INDUCCION DE ANTICUERFOS NEUTRAL TZAMNTES

El segundo tipo de sitios funcionale: que nog intercsaba
caracterizar en la proteina hibride eran los epitopes de
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neutralizacidn, Fara determinar et preepncia e disedd el
protocolo de inmuRizacidn que oo prosonta en la Tabla It1. Se
wtilizaron como trmuaadaenie 3 Lo protesna VE7 Begal actosrdasa
enriquecida (contemiends aprorimadamente 7 ua  doe la  parcién
carrespondiente a UPRT on les primer as 2 anoculactones v 30 wug en
las 2 sigurentes) y como control una  cantidad  equitvalente de
proteina bacteriana procesada con el myeme  protocole de
enriquerimiento  que se wtilied para obtener el polipéptido de
fusidon, Tambien s inclovo un agrape de ratones gue recabieron 45
ug de virus SA11, cantidad sufraaente para tener 7 ug de  la
glicoproteina V&7,

Loe resultadoe de d¢cte protoconlo de 1nmunizoci dn se muestran
en la figura 8, donde pndemos obsorvar ques

a) ta proteiny hitirado V82 1 aalactosidaca sintetssada
en E. coli &% capaz de inducir anbiover pos nwiittralyzantes contra
SAtL, marcandose dirforenciras crgnifirecativas  (paio¥% gl dia
14;p>0. 05  al dia 28, y p-0.099% al dia 42 del protocolo de
inmuni 2acién descrata e la Tabla ItiYentre  los titulos
neutralizantes de sueoros de  ratances anocwulados  con VF7--R=-
galactosidasa y loe tiluloe de anticuerpeoe noeutralizantes  deo
sueros de ratones controles.

b)Y Cuatro 1noculaciones, dando un total de 70 wa  de
VP7 en asu forma de proteina de fus:dn  por roatan, induecen an
titulo de anticuerpos neutralyzantes cuivalente a loe titulos
obtenidos por inoculaci1éon de la protoina 27 puri fireada
directamente de la particula wviral (24, 36,%0) , @n décia
aproximadamente equivalentes.

c) La particula viral entera en las ddsic descritas
en la Tabla III, induce antiruerpos newtralizantes on una
proporcidén aproximadamenle 20 veces mayor a los i1nducidos por la
proteina hibrida.

ESTABLECTIMIENTO DE UNA RESFUESTA INMUNE SECUNMDARLIA

Tomando en cuenta Jos resultados obtentdos en la seccidn
anterior, decidimas analizar €1 un aumento en la déers de la
proteina VFP7-B-galactosidasa padia inducir wn mejor titulo de
anticuerpos neutralizantec, Ademde de deto rosaltaria interecante
evaluar 13 posibilidad de que raltones previanentc inmang 2 ados con
la proteina hibrida pudier an recponder de mancra secundaria ante
una posterior inmanizacidon con el rotavirus 5011,

Probamoe por lo tanto dos diferentes cantidades de VF7-0-

M ,



TABLA 11, Frotocolo de tnmeng zact s par 2 deterainar ta capoacidad
de indurcidn de anticuerpos neatralizantos par  1a Ur7 -B—-
galactosidasa.

a
Inmundgeno B Ratones Désis ( nug) en el dia indicado
0 14 29 a4
nc Al
[ b
VP7-B~gal S 280 (7)) 250 (7 1000 (28) {000 (28)
d
Control 2 250 250 {000 1000
Virus satlt 2 a5 (7) a5 (7) a5 (7)) 45 (7)
a
Désis por ratén.
b
(3] valor entre parénteers mueetra la  caontidad de uq

correspondiente a la porcidn de VU7 contemida en el total
inoculado.

c
Proteinas bacterianas de E.cqli MY&614 7/ plIMAY3?  enriquecidas

para el polipéptido hibrido VF7-B galactosidasna, ta proteina de
fusion representa aproximadaments ol |S% de 1 a proteina total.

d

Proteinas bacterianas de E,coli MX&14  sin el pldemido
recombinante tratadas paralelamente a las muecstras experimentales
en @l protocolo de enriquecimiento.

AC=1nocul acién con adyuvante completo de Freunde.
Al=Inoculacidn con adyuvante incompleto de Freunds.
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galactosidaza pars  inducir anticuerpos neutralizantes, vy el
efoeclo doe dctoe 1nmumizaciones sobre la recpuceta de los animales
a un pesteorior contactao ron @l rotasirus SGNELLVED protocolo de
inmunicaci dn s¢ describe en la labla v,

Lo datws presentados en 1a Figura 9 muestran que el
aument ar la doésre de la proteina hibraida no aumenta la produccién
doe anticuerpos neutr alicantes (compar ar dia 395 de la Figura 9 con
el dia 3% de la Figura S,

Sin embargo, or claro que al rtnocular con el rotavirus SALL,
tante  ta velocidad Jde ¢ wanuesta,  como 1a magnitud y la duracién
dee la produeccran de antacaerpoes neatr alirantes avmenta  en 1 o8
animales constbi Lz ados con la WY B ogalsctosidasa respecto a los
Queer recaihieron con lae proteina contral, fetaes caracteristicas son
las que determinan (i presencra de ana respuesta tnoune de  tipo
secundar io.

o todoe lue ticmpos tmenoe on ol dia 98 para los 300 ug de
Ur? y on el dia 12 para lo:s 30 an de WP7) se registra  una
diferencia  signiticativa ¢ desde p o001 hasta p.0,0010), entre
controlos v experimental e,

¢etla  respucet e inmune gccundaria on log animales inocul ados
pireviamentc con la proteinag hibrevda, cs andependiente a  un
aumento  en  la désie admrrmeteade ya que no hay diferencias
gignifirativas ontre la sensibilizicidn con 30 y 300 uwg de VF7,

t.os resultados antoriorec sugicren gue la proteina  hibrida
comparte al menos algunos epitopes neutralizantes con 13 VP? del
BAltL.

SENSIBIL IZACION DE LA RESEFUESTA  INMUNE

En al ginos si{ztomas se ha demostrado que dosis
gupinmuni Fanter de un antigenco viral han recultado suficientes
para  provsocar el ectanblecimiento de celalas de memoria  que  dan
lugar E I RY (% B e N S TR DT e Vomoees cecundar i ante un contacto

pocterice con ol miownw antigenc « antignes relacienados con éste
(A, 5.

¢eta gencibilirzacinn depende tambaion del tiempo transcurrido
enbre 12 drenani e ot sengaba iz ante p vl countacto posterior
a6y, dubiido muy proccebloante sl trompo necegario pPpara )
establecimiento de as clonas do manor s a.,




TARL.A 1Y, Frotorolo de inmenizacién para determinar la respuesta
secundaria  de  anticuerpos neatralizantes hacia el rotavirus de

eimio SMti, on amimales previamentico  1noculadeoe con VP7-B-
galactonsidasa,

a b
% Ratones Doéeie e inmundgeno inoculado al dia indicado
6] 14 28 42
AC Al
4 Vp7-B-gal c SAL1
(30 uq) (30 ug) (30 uqg) (9 ug)
1 mg 1 mg 1 mg &0 ug
4 YFP7 -B-gal SALY
(300 ug) (T0O0 ug) (300 ug) (9 ug:’
{0 mg 10 mg 10 mg 60 uy
2 Control SAtt
10 mg 10 mg 10 mg (9 ug}

a
Cantivad por raton de proteina total hacteriana o de

virus
pur: ficado.Entre paréntesis se mueastra ta cantidad de VP7
preconte en el inmunégeno total uwtilizado,
b
Los tipoe de inmundgeno corresponden a los ya descritos en la

Tabla 1.

[

Cuando no se especifica ol inmunégeno debe de asumirse que
es el mismo que cl Jde su irquierda.

AC=Inocul aclén con adyucante coapleto de Freunds,
Al=Inocul acidn con adyuvante incompleto de Freunds.
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47 TITULO NEUTRALIZANTE

T O Ag. Boct.
o VPT- Sool (304 W7)
O VPT— fgol (300 g VP7)

0 42 49 56 63 70 77 84 Y] 98 olAj>
PREINMUNE 3* SAM o 51 7 10¢ SANGRADO

Fig.? Induccidéon de anticuerpos neutralizantes por el rotavirus
anll en ratones pre-amente inmunirados con X0 oug (B) ¢ 360 ug (8t
3 de lan secuencias de VYPY o en 13 proteins hibrida enriquecida, ¢
con el ecquivalente en peoteine tatal de lae proteinas contr allo)
ge muestean log titulos ateanzades en el sanqradae preinmane (dia
a) Yy decpuec Jdeeo br e fnooul 2 ones con @l antigeno
correspondioente (dia 47) antes de la inmunizacion con el
rotavirus SA11 (flecha).
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Fara analizar la ciupacidad de nuestra proteina hibrida de
sensibilizar la respuesta inmme hicia epitopes neutralizantes

del virus 8Snty, establecimoe el protocolo evsquematizado en lta
Tabla Y.

l.oe resultados obtenidos de este esquema de inmunizacion
mostraron que no hubo efecto de sensibilizacion claro a los 7
post-sensibiliracion (datos no presentados) . En la Tabla VI sge
presentan los datos de induccidén de anticuerpos neutralizantes
cuando el virus SALL se inoculdé a los 21 dias después del
estimulo sensibilizador.

l.ose titulose de anticuerpose neutralizantes obtenidos al
inmunizar con el virus SAll 35 dias después de la sensibilizacidn
con VP7-b~galactosidase, son comparables a loe obtenidos con los
ratones T vy 4 del grupo correspondiente a ésta sensibilizacidn a
dia 21 (Tabla VI). Sin embargo, éstoe datos no son conclusivos,

ya que el grupo osperimental de los 33 dias acabd teniendo 2
ratonee.

Aungue la respuccta al SA11 A leos 1 dias después de  una

sensibilizacidén con VYFP7-B-galactosidasa es heterogénea, Qs
claramente supori or R la de los controles. El titulo
neutralizante se mantiene superior al de 1los controles aun

degpués de varias cemanas.

El efecto oabservado no e€e debe a una reaccidon tardie al
estimulo inicial (ver YF7 -B-gal sin inoculacidn de virus a los 21
diae. Tabla VI). ni a un efecto ineepecifico del adyuvante
potenci ando la posterior respuesta al SALl ( ver AC, Tabla VI).

El titula mdximo de anticuerpos neutralizantes en animales
sensibilizados con VP7-B-gal se obtiene desde la primera semana y
para los controles sc obtiene hasta la tercera semana después de
la inmunizacion con SAll. Lo anterior arquye tambien a favor de
la presencia de una respuesta csecundaria en los animales
experimentales y una respuesta inmune primaria en los controles.

Par todo 1o anterior podemos afirmar que una sola désis
subinmunizante d&e la proteina VF7-B--gal es capaz de establecer,

en nueetro sietema, la rapacidad de evocar una respuesta inmune
secundaria de anticuerpos neutralizantes ante un contacto
posterior con SAll. data eensibilizacidon depende del periodo

entre las inoculaciones (probablemente desde los 2! dfas en
adel ante) y dura hasta por lo menoe seis semanas después de la
inmunizacion con el virus.

NEUTRAL.IZACION DE OTROS SEROTIFOS

Se ha definido a la glicoproteina VP7 como la principal

3



INMUNOGEND  INOCUL.ADO
Al. DIA INDICADO

(o] 7 21 35
AC Al
a b TTTTTTTTTTTTTTTTT o
VP7-B-gal 8aLt
c
Control satL1l
VP7-B-qal SALL
Control SALL
" vP7-B-gal sA11L
Control SAtt
AC SALL
VP7-B-gal
a
Inmunégeno preparado como se describe en la Tabla III. Cada

raton recibid en total 10 mg de protelna bacteriana, conteniondo
aproximadamentea 300 ug de secuencias de VP7,

Cada ratén recibié 60 ug totales de proteinas virales
conteniendo aproximadamente 9 ug de la glicoproteina VF7,

c

Inmunégeno preparado como en la Tabla IIl. Cada ratdn recibié 10
mg totales de proteina bacteriana.

Ale Inoculacidén con adyuvante {ncompleto de Freunds.
AC= Inoculacidn con adyuvante completo de Freunds.
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TABLA V1., Sensibilizacién de la respuesta inmune hacia el rotavirus

d
8A11 por el polipéptido hibrido VP7-B-gal.
DIA - 0 T 357 a2z &3
a TTTTTTTTTTTTTTTTT o 7T
Inmur:égeno TITULO NEUTRALIZANTE
Sensibilizante
VP7~B—-gQal <50 100 25600 25600 12800 12800
<50 <50 12800 12800 1600 1600
<50 <50 6400 1600 3200 3200
<50 <50 3200 1600 3200 3200
Control <50 <50 200 100 400 200
<%0 <50 400 200 a00 4Q0
<50 <50 800 800 1600 800
<30 <50 800 400 L §
AC <%0 <50 800 400 800 400
<50 <%0 800 400 400 400
c
VP7~-B—-gal <%0 <50 <50 <%0 <%0 <%0
<50 <50 <50 <50 <%0 <50

Los inmundégenos corresponden a los descritos en la Tabla V.

b

Inverso del titulo neutralizante a los dias correspondientes en
@l protocolo de la Tabla V. El rotavirus SAll fue inoculado al
dia 21 del mencionado esquema.

€

En éste grupo de ratones se omitid la inoculacidn con SAtLtl.
d

El virus se inoculd 21 df{as despues del estimulo sensibilizante.
L

Murid.
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determinante del seratipo viral (18,49,93), definiéndose como
perteneciente a algun serotipo a aquel virus que es neutralizado
por log anticuerpos inducidos por virus pertenecientes al mismo
serotipo, pero no por aquellos pertenecientes a otros serotipos.

La proteina VP7-PB-galactosidasa presenta epitopes qQque

inducen anticuerpos neutralizantes para SAll. dstos epitopes
son, por lo menos parcialmente, compartidos por la VFP7 de 1la
particula viral entera., Por otro 1lado, no se descarta la
posibilidad de la presencia de otros epitopes de neutralizacién
que no sean inmunogénicos cuando se encuentran en la
glicoproteina incorporada al virus, pero &i 1o sean en la forma
en que son presentados al sistema inmune en la VP7-B~

gal actosidasa.

éstose epitopee a su vez, podrian inducir anticuerpos que
neutralizaran a varios serotipos, como se ha demostrado con
anticuerpos monoclonal es contra VF7 que son capaces de
neutralizar heterotipicamente (69,85). Surge por todo lo anterior
la pregunta @ & Son loe anticuerpos neutralizantes inducidos por
la VP7-B~galactosidasa especificos de serotipo?

Para contestar ésta pregunta se analizaron los sueros de los
experimentos descritos en la Tabla III (tres sueros del grupo
inoculado con WVR7-B-galactosidasa con titulos contra SA1l de
1/800,1/800 y 1/1600, y dos sucros del grupo de ratones
inoculados con SAll con tituloe contra SAll de 1/51200 vy
1/19200), y en la Tabla V (dos sueros de ratones sensibilizados
con VP7-B-galactosidasa y, 21 dias despudés, inmunizados con SAll,
con titulos contra SNLl de 1/25600 v 1/712800) para neutralizar la
infectividad de rotavirus pertenccientes a otros sertipos ,como
lo son el Wa (serotipo 1) y el ST3( serotipo 4),

Los resultados obtenidos muestran (titulos neutralizantes
heterdl ogos de 17100 como maximo, versus los t{tulos
neutralizantes homdlogos descritos en el pdarrafo anterior),
claramente que la VYF7-B-galactosidasa al igual que el rotavirus
SA1l, induce anticuerpos neutralizantes para el serotipo 3, pero
no lo hace para los serotipos ! y 4.



DISCUS1DN

VP7, la glicoproteina de superficie del rotavirus de simio
GA11, ce eintetiza en E,coli como un producto de fusién con la B-

galactosidasa bacteriana. ¢ste producto es estable, llegando a
constituir hasta el 2% del total de las proteinas de la bacteria.

gsta proteina hibrida tiende a formar agregadog cuando no
estd en presencia de agentes reductores. #sto es probablemente
reflejo del comportamiento de la regidn de B-galactosidasa , va
que agregados de la enzima bacteriana puden disociarse vy

mantenerve en eo0lucién solo en presencia de B-mercaptoetanol
(43).

Aprovechando éeta propiedad, la proteina hibrida se puede
enriquecaer en el extracto bacteriano, hasta representar el 15%
de) total de proteinas bacterianas, por un sencillo protocolo de

centrifugaciones repetidas a baja velocidad.

Ademas de la proteina hibrida esperada y el producto del
iniciacidn interno en el gene de VP7, se enriquece una banda de
135 td gque no esta presente en las proteinas bacterianag control
(cepa MX&614 sin el pladsmido recombinante pUMNI3Z) , tratadas con
el mismo protocole de enriquecimiento. ¢sta handa podria ser
entonces wun producto no identificado hasta ahora del plasmido
pUMA%3Z, relacionado con VP7-B-galactosidasa, o un producto
bacteriano que se asocia especificamente con la forma agregada de
las proteinas hibrides.

Siendo que dgte producto no se purifica por afinidad de B-
gal actosidasa, vy que tanto la B-galactosidasa como la region
clonada de VP7 se han secuenciado totalmente vy no se les han
encontrado otros siti1os de iniciacidn o terminacién de traduccion
(2%,7%), la posibilidad de que éeta proteina provenga de otro
sitio do iniciacioén interno y/o una traduccion que continue mas
alld de Je region codificadora para la B-galactosidasa es
pequefra, No so puede descartar totalmente que ¢é¢sta proteina
contenga secuencias de V7 (por degradacién del producto de 145
kd), ni que ¢stas pudieran contribuir a la generacion de

anticuer pos neutralizantes. Sin embargo, lo anterior no afecta
nuestros  resultados on cuanto a que la construccidén de VP7-B-
galactousidasa, tenya o no productos de degradacidn, ofrece un
inmundgeno impor tante para la induccidn de anticuerpos
neutralizantes (aspecta que ce tratard mas ampl i amente

posteriormente en éste mismo capitulo de DISCUSION) .

lLa forma agregada de la proteina VP7-B-galactosidasa
pasiblemente representa una ventaja para su utilizacien en los
ensayoe de induccién de inmumidad ., va gue se ha reportado que
una limitacién en lu difusi10on libre de un antigeno inp vivo, se
correlaciona coun su efectivadad 1nmunogénica (45) .,




Aunque la insolubilided de la proteina hibrida resultd
conveniente para algunos de nuestros propésitos, el ensayo de
competencia con el virus requeria que la proteina estuviera en su
forma soluble. ¢sta solubilizacién se logréd en urea 8 M, la cual
e dializé posteriormente contra un amortiguador can B-
mercaptoetanol.

El andlisis del estado de agregacién de la forma soluble de
la proteina hibrida de VP7-B--galactosidasa, mostré que ésta se
encuentra mayoritariamente como tetrdmeros, con una pequefa
poblacion en forma de mondmeros. Sin embargo, debido a que la
proteina de 11B kkd tambien se encuentra como tetrdmero, y comigra
en los gradientes de sacarosa con VF7-B-galactosidasa, no podemos
aftirmar definitivamente €i los tetrdmeros se forman por una
asociacidn mixta de éstas proteinas, 0 Si existen tetrdmeros
- constituidos exclusivamente por cada una de ellas.

La exploracidén de las condiciones de solubilizacidn de 1la
proteina hibrida y del estado de agregacién de la misma, permite
un mejor conocimiento de la forma molecular con que se trabaja,
y & su vez, una mmejor interpretacidn vy diserio de futuros
experimentos con é¢sta prote{na. Nos di, ademas seguridad sobre
rango (1-1/4 molaridad calculada para la VP7) de concentracion
efectiva para la inhibicion de la infectividad viral. El hecho de
que independientemente de la proporcidn monémero / tetrdmero 1a
solucidén de VRP7-B-galactnsidasa inhibe similarmente la
infectividad es indicativo de que ambas poblaciones de estado de
agrgacidén participan en éste fendmeno. La contribucién fina de
cada una de éstas poblacionee deberd ser explorada en el momento
de utilizar a ésta proteina para caracterizar al probable
roceptor viral.

La coincubacidn de la proteina VP7-O-galactosidasa soluble
con @] rotavirus SAIl, durante ¢l periodo de adsorcidén,inhibe la
infeccién del virus a células MALIOA, La interpretacidn mas
sencilla a é¢sta observacidn es que la regién de VP7 en 1la
proteina de fusidn interactua con los receptores celulares del
virus, impidiendo su adgorcidn y subsecuente penetracidn. dsto a
su ver, sugeriria que la glicosilacidn, la cual petd ausente en
la VP77 bacteriana, no es necesaria para esta intraccion. Lo
anterior estd de acuerdo con el hecho de que se ha logrado aislar
mutantes de rotavirus cuya VP7 no estd glicosilada vy los cuales
son igualmente capaces que los virus sllvestres para infectar
células en cultivo (74).

Otrae posibilidades para explicar la inhibicién de 1la
infectividad del rotavirus SAl! por VP7-B-gal actosidasa incluyen,
la interaccién de la porcidén de VP7 en la proteina hibrida con el
SA1f, y la Iinteraccidén de la regioén de B--galactosidasa con el
virus o con proteinas membranales celulares.

De acuerdo con la idea de que VP7-B-galactosidasa puadiera
estar interactuando con los receptores del virus, estd el hecho
de que la concentracidén de proteina hibrida necesaria para causar
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el %50% de disminucién en la infectividad del SA11 in vitro (entre
10-9 y 1077 M), estd en el rango molar observado en otros
si 6temas virales para la competencia de péptidos o proteinas por
la infectividad viral, as{ como expaerimentos de adsorcién de
é¢stos a la célula huesped (56,57,58).

La posibilidad de que la VP7-B-galactosidasa interactue
directamente con los receptores para el rotavirus SAll, ofrece la
perspectiva de contar con un arma util para abordar directamente
el estudio de éstos receptores, caracterizando su afinidad por
distintos serotipos de rotavirus, su expresién en otraos tipos
celul ares, la regulacién temporal de su expresidén, su
participacioén en el mecanismo propio de internalizacidn
viral,etc.

El poder contar con grandes cantidades de una proteina que
inhibe 1la infeccién de rotavirus a través de una competencia por
los receptores virales, ofrece la posibilidad de explorar 1la
capacidad de éata proteina hibrida para ser utilizada
directamente como competidor de la infeccién por raotavirus {n
viyg, 1o que dificultaria la propagacién viral en el intestino
delgado, facilitando asi su eliminacidén por el huesped.

La VP?7-B-galactosidasa es capaz de inducir anticuerpos
neutralizantes contra SAl! en titulos comparables a los inducidos
por la glicoproteina purificads directamente de la particula
viral (24,36,50),

Nuestros resul tados indican que cuatro inoculaciones con la
proteina hibrida WVP7-B-galactosidasa en el rango de 7 a 30 ug
( de la porcién de VP7 en el hibrido)por inoculacién inducen un
titulo de anticuerpos neutralizantes de alrededor de 1/800. d#ste
resultado es comparable con los de Sabara et.al.(36) quienes
obtuvieron un titulo de 17400 con traes inoculaciones de 5 ug de
VP7 viral, purificada por un gel de acrilamida-SDS, o con tres
inoculaciones de 14 ug de un fragmento de VF7., Bastardo et.al
(50), & su vez, abtuvieron un titule de 1/14600 con cuatro
fnoculacioneas de 100 ug de VF7 de SAll,tambien purtificada en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida.

Titulos mayores (1/10000), fueron obtenidos con la VP7 del
rotavirus bovino NCDV (24). ésta diferencia probalemente se deba
a que la proteina en este Uultimo experimento se obtuvo por
isoelectroenfoque en condiciones no desnaturalizantes.

En nuestro trabajo, el titulo de anticuerpos neutralizantes
contra Snll obtenido por inmunizaciones con el virus completo fue
aproximadamente 20 veces mayor que el obtenida con ddsis
oquivalentes de VP7 en la proteina hibrida.ésta diferencia puede
deberse a diversos factores , entre los cuales estant la
presencia en @l virus completo de la otra proteina de capa

ESYA TESS Mo Bem
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externa, VPR3 s1a cual tambien i nduce anticuerpos
neutralizantes (32,35,50), y el hecho de que las proteinas de
capa externa al estar integradas en la particula viral entera
puedan ser mas inmunogénicas.

Dentro de este contexto es importante mencionar -que
secuencias de la proteina VP3, sintetizada tambien en
Eecherichia coli, inducen anticuerpos neutralizantes en titulos
que tambien son comparables (1/1200) a los obtenidos con la VP7-
B-galactosidasa (22).

Una posibilidad interesante es el explorar la aditividad en
la induccién de anticuerpos neutralizantes de estas dos proteinas
virales sintetizadas en bacteria, asi como su efecto conjunto
para sensibilizar al sistema inmune.

La proteina hibrida es capaz de sensibilizar al sistema
inmune sérico del ratén, presentiandose una clara respuesta
secundaria de produccién de anticuerpos neutralizantes ante una
posterior inmunizacidén con SALtL,

Los ratonee que recibieron tres inoculaciones de la proteina
hibrida (equivalentes a 30 ug de VP77 por inocculacién), vy
pasterior mente fueron inmunizados con el virus completo,
respondieron ante é¢ste de manera secundaria.Sin embargo,una sola
désis de la proteina hibrida fue suficiente para causar 1la
evocacidén de una produccidén incrementada de anticuerpos
neutralizantes, ante un posterior (21 dias), contacto con SAll.

déstans observaciones sugieren la presencia en una forma
inmunogénica de epitopee de neutralizacién compartidos entre 1la
VP7 viral y la VP7 fusionada a B-galactosidasa (60).

Aunque la proteina no induzca per 8sg altos titulos de
anticuerpos neutralizantes, el hecho de que sea capaz de
sensibilizar al sistema inmune (hecho que tendrd que ser
confirmado en otros sistemas animales y por la via oral), le da
una gQran relevancia para su posible utilizacién como inmunégeno
protector contra la diarrea por rotavirus, ya que se ha observado
que la sintomatologia grave en las infecciones con éstos  virus,
se da en el primer contacto, mientras que las infecciones
subsecuentes son asintomAticas o con sintomatologia muy leve
(19).

Los anticuerpos neutralizantes inducidos por la proteina
hibrida son espacificos de serotipo. Sin embargo, el hecho de que
los anticuerpos neutralizantes en los sueros de animales
tnoculadaos con VP7-B-gal sean especificos de serotipo 3, no
excluye la posibilidad de que ésta proteina pudiera sensibilizar

a la respueata inmune contra otros serotipos. Lo anterior se
apoya en la posible formacién de células de memoria T ayudadoras
que pudieran estimular a células B presentadoras de algun

£y




epitope viral dicbtinto 2] goe roconnoe 0] anticuerpo que  socreta
(41) - st mticuorpo, Al cston diriagido contra otro epil ope
viral, que o su ver poedoe aor nevtr alicante, favoreceria la
protoccidn heoterotipica.

Por  otre  lado, s ha dorcrrbo rociontomente gue existen
epiltopos, tanto en V7 como on W3, que son capaces de inducir
anticuerpos que nevtralizan a rot svircus portenccientes a  varios
sarotipos (FZ.B3,62.5%,.67) . i nurstro L ahoratorio hemos
cintetizado en E.coli vuna roaidn de la proteina YRS del rotavirus
A1, que ademds de inducir onticurepos gue neutralizan a  S5At1
(sprotipo 3), induce tambien sanlicuecpos que: neutralizan (1/7400)
al rotavirus STI (acrotipo 4) (72y,

los roesultados obtonidos on cste trabajo son alentadores
para continuar explaorande lo copacidad de écta proteina hibrida
de ser utilizada como inmundacnn contra 1a diarrea causada  por
rotaviras,  tna de JTee porihilidades gue recsulta made atractiva eos
el capleo do bacterias ontéricas atonaadas, como ¢ monella typhi
4 Egcherichin coli, que pudior-n servir de acarrceadores de  las
proteinas virales  al cietermy inmane  inteetinal, el cual en
nocesario  estimolar pars inducire proteccidn contra la  tnfecci dn
por  rotavivue, Fecientomoent o <o he reoportado el empleo de cepas
ab o caadas fey Salmonella  bLyphimaciam  (72), como por tadoras
“hivoa  de ta proteiny MG dol Stroptococan pyogones (63) ., 1a
cridad R ode 1a toxina dol cAlora v 1a tovina LT de E,coli (73)
haos d ol sigtema fomcie homor atl sittamico v local) y celular,

El podoer  civtobizar o bactori oo, A poartir de un gene
cle ado, el principal antigono o neulraloacisn do 1os rotavirus,
Jietn con 1o creociente informocion cobre epd topes relevantes  de
gob v prelofo., dadin poacr 2l use  de péptidos sintéticos vy
anlycuerpne monoclonales, aon {actores que podrian permitir, a
travas dn 1a manipul scidn con técnicas de ingenicria genédtica, la
optimiczacidn  do Jo induccidn da anticuverpo, tento homotipicos
come hoeterobtipicos por ¢t proteinn viral, para asi ser
wtilizada  como  uvn dneundgeno ofectivo contra 1a diarrea  por
rob coirus.
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